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(57) Abstract: The present invention relates to sunflower seeds which have been genetically modified through two artificial in- 
duction cycles of mutations followed in each case by processes for the identification of mutant individuals which have the desired 
character. The disclosed seeds are characterized in that they contain between 26 % and 80 % of the tocopherols as delta- tocopherol. 
This high delta-tocopherol production is determined by the genotype of the seeds which have been modified to this effect, and is 
always obtained independently of the culture conditions, thereby obtaining an inheritable character. Today, sunflower seeds produc- 
ing such high levels of delta-tocopherol do not exist Genetically modified sunflower plants which produce through self-fertilization 
seeds with high delta-tocopherol levels and the oil with high natural delta-tocopherol concentration, extracted from the seeds, are 
also objectives of the present invention. 

(57) Resumen: La presente invenci6n se refiere a semillas de girasol modificadas geneticamente a traves de dos ciclos de inducci6n 
artificial de rautaciones seguidos en cada caso por procesos de identificaci<5n de individuos mutantes que poseen el caracter deseado. 
Estas semillas se caracterizan por poseer entre el 26% y el 80% de los tocoferoles en forma de delta-tocoferol. Esta elevada pro- 
duccitfn de delta-tocoferol esta determinada por el genotipo de las semillas, que ha sido modificado con este objetivo, y se produce 
siempre con independencia de las condiciones de cultivo, tra tan dose por tan to de un caricter heredable. No existen en la actualidad 
semillas de girasol que produzcan niveles de delta-tocoferol tan elevados. Las plantas de girasol modificadas geneticamente que 
al ser autofecundadas producen semillas con niveles elevados de delta-tocoferol y el aceite con elevada concentraci6n natural de 
delta-tocoferol extrafdo de sus semillas constituyen asimismo objetos de la presente invencidn. 
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TflULO 

SemiOas de girasol con alto centenido en delta- tocoferol 

SECTOR DE LA T&GNICA 
5 La invendon se enmarca en el sector de la agriculture, tratandose de semfllas con 
elevado contenido en delta-tocoferol El aceite extraido de las semillas posee una gran 
estabiHdad oxidativa y es Optimo para usoa alimentarios e industriales (Wocombustibles 
y lubricantes). Este aceite y sns subproductos pueden emplearse pats extraccion de 
delta-tocoferol, con numerosas aplicaciones en las industrias alimentaria, cosmenea y 
10 farmaceutica. 

ESTADO DE LA TfcCNICA 

Los tocoferoles son los principal es compuestos natarales con propiedades antioxidantes 
presentes en los aceites de semfllas. Al ser liposobbles, pasan al aceite durante el 

15 proceso de extracci6n y ejerccn una importante actividad antioxidante, tanto cn el aceite 
envasado como en los alimentos que contienen aceite vegetal (RB. Padley y col, 1994; 
Occurrence and characteristics of oils and fats. En The Lipid Handbook, ed FX). 
Gunstone, XL. Harwood y F.B. Padley, London: Chapman & Hall, pp 47-223). De los 
cuatro tipos de tocoferoles que ezisten (alfa-, beta-, gamma*, y delta-tocoferol), la 

20 maxima actividad antioxidant© in vitro, es decir, ruera del organismo bumano, 
corresponde a beta-, gamma-, y delta-tocoferol, mientras que alfe-tocoferol presenta una 
actividad in vitro notablemente inferior a k>s otros tres tocoferoles (G. Pongracz y coL, 
Tocopherole, Antioxidanten der Natur. Fat Science and Technology 97: 90-104, 1995). 

25 Las semfllas de girasol estandar presentan una fraction de tocoferoles dominada per 
alfe-tocoferol, que representa aproximadamente el 95% del total de tocoferoles, estando 
el resto constituido por beta-tocoferol y gamma-tocoferol, que se encuentran presentes 
en proporciones inferiores al 5% del total de tocoferoles (KB. Padley y coL, 1994, obra 
citada). Debido a la predcmimancia de alfa-tocoferol en las semfllas de girasol, su aceite 

30 presenta una menor proteccion fiente a la oxidation que otros aceites vegetales 
extraidos a partir de semiHas que contienen mayores proporciones de beta-, gamma-, 
y/o delta-tocoferol, que ejercen una mayor actividad antioxidante in vitro. La Tabla 1 
presenta la composici6n en tocoferoles de los principales aceites de semfllas. 
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Tablal 

Composition media en tocoferols en los principales aceites de semillas 

~~~ — o/ Q Tocoferol 



Aceite 


A1& 


Beta 


Gamma 


Delta 


Algodon 


43 


2 


55 


0 


Cacahnete 


44 


2 


52 


2 


Colza 


26 


9 


64 


1 


Cartamo 


90 


8 


2 


0 


Girasol 


95 


4 


1 


0 


Lino 


1 


0 


99 


0 


Mafe 


20 


3 


73 


4 


Ricino 


6 


6 


23 


65 


Soja 


6 


1 


66 
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La predominance de ahn-tocoferol en las semfflas de girasol es pracricarnente 
5 universal, habiendose descrito nnicamente cnatro lineas de girasol one presentan mveles 
modificados de tocoteroles, y que se pueden agmpar en dos clases: 



a^ Alto contenido en gamma-tocoferoL Se trafei A> A™ K™^ qn* png^ mas ^1 85% 
de los tocoferoles en forma de garnrna-tocoferol, siendo el resto alfe-tocoferoL Una de 
10 ellas, denominada LG-17, foe desanollada en Rusia (Y. Demurin, Genetic variability of 
tocopherol composition in sunflower seeds, HeKa 16:59-62, 1993), mientras que la 
segunda foe desarroHada en Espana y se denomin6 T2100 (I* Velasco y col., 
Registration of T589 and 12100 sunflower germplasms with modified tocopherol 
profiles, Crop Science, en prensa), 

15 

b) Corrtenido medio en b eta-tocoferol . Se trata de dos tineas que poseen entre el 30% y 
el 50% de los tocoferoles de la semilla en forma de beta-tocoferol, siendo el resto alia- 
T. Una de ellas, denorninada LG-15, foe desanollada en Rusia (Y. Demiirin, 1993, obra 
citada), mientras que la segunda, denominada T589, foe desanollada en EspaSa (L. 
20 Velasco y coL, en prensa, obra citada). 
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Mediante cruzamiento entre las lineas LG-15 y LG-17, investigadores rasos y 
yugoslavos obtuvieron recombinants con mveles ligeramente elevados de delta- 
tocoferol, siendo el maximo nivel obtenido de este tocoferol del 25% de todos los 
tocoferoles presentes en la semiHa (Y. Demurin y coL Genetic variability of tocopherol 
5 composition in sunflower seeds as a basis of breeding for improved oil quality. Plant 
Breeding 115:33-36, 1996). En resumen, los nhreles maximos de tocoferoles 
individuales que existen boy dia en semillas de girasol son: 

■ 95% aba-tocoferol (composition natural) 

■ 50% beta-tocoferol 
10 ■ 95% garnma-tocoferol 

■ 25% delta-tocofeiol 

EXPLICACI6N de LA INVENCI6N 

Uno de los objetos de la presente invencion son las semillas de girasol con alto 
15 contenido en delta-tocoferol, que presentan enlre el 26% y el 80% del total de 
tocoferoles en forma de delta-tocoferol, y los siguientes contenidos de otros tocoferoles: 
entre el 0.5% y el 45% del total de tocoferoles en forma de alfa-tocoferol; entre el 0% y 
el 60% del total de tocoferoles en forma de beta-tocoferol; entre el 0% y el 70% del 
total de tocoferoles en forma de gamma-tocoferoL Algnnas de estas semillas presentan 
20 on contenido en delta-tocoferol siempre superior al 50%, .65% y 75% del total de 
tocoferoles en las semillas. EI caracter de aho contenido en delta-tocoferol de las 
semillas de girasol es heredable (al ser autofecundadas) y se expresan de forma estable, 
mdependientemeote de las condiciones ambientales. 

25 Consthuye otro objeto de la presente invencion el aceite de girasol extraldo de estas 
semillas, par cualquier procedimiento, y que presenta de forma natural, sin ningun tipo 
de adicion externa, un alto contenido en delta-tocoferol (26-80% del total de los 
tocoferoles en forma de delta-tocoferol). 



30 



Ashmsmo consthuye otro objeto de la presente invencion las plantas de girasol 
(HeHanfiws anrmus L.) que al ser autofecundadas producen semillas que presentan un 
elevado contenido en delta-tocoferol (26-80% del total de los tocoferoles). 
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DESORIPCI6N detallada de la INVENCI6N 

La presente invencicn se refiere a on gennoplasma de girasol (HeUanthus anmtus L.) 
caracterizadoporposeer un elevado contenido de delta-tocoferol en las semiDas. Este 
tocoferol representaentre el 26% y el 80% del total de tocoferoles en las semfflas. Estos 
elevados niveles de delta-tocoferol no son prodWdos en la naturaleza por plantas de 
girasol y ha sido obtenido mediantg un proceso complejo consistente en dos ciclos de 
induction artificial de mutaciones segoidos de identib5caci6n de plantas mutantes y 
fijacion del caracter mutado. El elevado contenido en delta-tocoferol objeto de la 
presente mvendon es heredable y se produce siempre con mdependencia de las 
condiciones de cultivo. 

Para la obtencion de las plantas modificadas gGD&icamente cuyas semiDas poseen una 
elevada concentracion de delta-tocoferol, se ha Bevado a cabo un largo proceso de 
mejora genetica dirigido a alterar genetdcarnente la rata biosintetka de tocoferoles. Este 
proceso ha consistido en cuatro etapas: (1) Induccion de mutaciones aitificiales en 
semfllas de una variedad estandar de girasol; (2) Identificacion de indxviduos con 
alteraciones en la rata biosintetica de tocoteroles producto de las mutaciones inducidas 
y fijaci6n de los caracteres mutados; (3) Nuevo proceso de induccion de mutaciones 
aitificiales sobre mdtviduos que ya presentaban un primer nivel de aheraci6n en la rata 
de biosfntesis de tocoteroles; (4) Identificaci6n de individuos con alteraciones en la rata 
biosintetica de tocoferoles difenentcs a las alteraciones que presentaban los individuos 
de partida, seguida de fijacion del nuevo caracter mutante. 

El prirner proceso de mutagenesis o induccion artificial de mutaciones consist en el 
tratamiento de semfllas de una variedad estandar de girasol con un producto con 
propiedades mutagenicas, esto es, capaz de inducir mutaciones en el ADN de la planta. 
Debido a la baja rrecuencia de mutaciones esperables en los genes responsables de la 
rata biosintetica de los tocoferoles tras el tratamiento mutagenic©, este fue seguido de 
un proceso de anahsis no destructive de la composici6n en tocoferoles en varies miles 
de semiHas individual es. 

Para que las mutaciones detectadas resuhen de utilidad comercial, deben ser heredables 
y deben expresarse con mdependcncia de las condiciones ambientales en las que se 
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cultivan las plantas. Por este inotivo, se realiz6 un proceso de selection cosducente a 
fijar los caracteres mutantes y a verrficar su estabflidad bajo diferentes condiciones 
ambien tales. Tras este proceso, varias de las mutaciones micialmente detectadas fueron 
descartadas, mientras que un mutante con elevado contenido en gamma-tocoferol (95% 
5 del total de los tocoferoles presentes en las semiDas) foe fijado. Este mutante, 
denommado IAST-1, demostrd iesponder a una base genetics diferente a laqueposeen 
otras lineas con elevado contenido en gamma-tocoferol. Asi, mientras que los 
cruzamientos de las lineas LG-17 y T2100 con lineas de composicicn estandar en 
tocoferoles producen progenies F2 que no segregan para niveles ktermedJos de gamma- 
10 tocoferol (Demurin y col., obra citada; L. Velasco y XM. Fernandez-Martinez, 
Identification and genetic characterization of new sources of beta- and gamma- 
tocopherol in sunflower germplasm, HeKa, en prensa), las progenies F 2 procedentes de 
cruces entre el mutante IAST-1 y lineas de composicicn estandar en tocoferoles 
segregaron ampHamente para niveles intermedios de gamma-tocoferol. 

15 

Tras el aislanriento genetico del mutante IAST-1, se realize un segundo proceso de 
mutagenesis sobre semiDas de este mutante, con d objetivo de generar variation 
adicional para niveles elevados de otros tocoferoles. Este segundo cido de mutagenesis 
estuvo asimismo seguido de un proceso analitico a gran escala para identification de 

20 mutantes, as! como de un proceso de fijacton de mutantes y ccnfiimacion de su 
expresaon con independencia de las condiciones de curuvo. En este segundo ciclo de 
mutagenesis se identified y fij6 el mutante objeto de la presente mvencion, que se 
caracteriza porque sus semillas contienen elevadas concentraciones de delta- tocoferol, 
comprendidas entre el 26% y el 80% del total de tocoferoles en las semiDas. Esta 

25 elevada proportion de delta-tocoferol en las semillas es un caracter heredable y se 
expresa de forma estable mdependientemente de las condiciones de curbvo de las 
plantas. 



MODO DE REAUZACI6N DE LA INVENCI6N 

Primer ciclo de mutagenesis 

Semillas de girasol de la variedad poblarion Peredovik, con una composkion en 
tocoferoles en las semillas consistente en 96% alfe-tocoferol, 3% beta-tocoferol, y 1% 
5 gamma-tocoferol, se embebieron durante 4 boras en agua degfflada, a una ternperatura 
de 20 °C. Pasado este tiempo, las senrillas se transfirieion a una sotoci6n del agente 
mutagemco metilsulfonato de etilo (EMS) con una concentration 70 mM en tampdn 
fbsfato 0. 1M a pH 7.0 durante 2 horas, manteniendo una aghacion constante de 60 rpm, 
Tras el tratanriento mutagenico, las semillas (generaci6n Mi) se lavaron durante 16 
10 horas con agua comente y posterioimente se sembiaron en el carnpo. 

Las plantas Mi se cosecharon mdividuahnente y sus semillas (generacion M 2 ) se 
analizaron mdividuafizadamente para composicion en tocoferoles mediante 
cxomatografia liquida de aha eficacia (HPLQ, sigmendo d protocolo desarroBado por 

1 5 F. Goffinan y col. (Quantitative deterrnmation of tocopherols in single seeds of rapeseed 
[Brassica napus LJ. FeWUpid 101:142-145, 1999). De un total de 1080 plantas M, 
anaKzadas, una de ell as present6 segregation para niveles elevados de gamma-tocoferol, 
con un mdximo contenido de 95% de los tocoferoles totales en forma de gamma- 
tocoferoL Semillas con estos niveles de gamma-tocoferol produjeron plantas que 

20 expresaron el caracter unifbmiemente. Al crazar plantas procedentes de semillas con 
95% de garrnna^tocoferol con plantas de variedades estandar de girasol, se observ6 un 
ampha segregation para contenido en ganania-tocoferol en semfflas F 2 , que mchry6 
niveles de gamma-tocoferol mtermedios entre ambos parentales. Esta segregaci6n tan 
amplia foe cornpletamente inesperada, debido a que materiales con niveles similares de 

25 gamma-tocoferol desanoBados previamente (Bemurin y col, obra citada; L. Velasco y 
J.M. Femamlez-Martinez, obra citada) no habfan producido segregation para niveles 
intermedios de gamma-tocoferol tras ser cmzadas con variedades estandar de gfaasoL El 
mutante as! obtenido se denomin6 IAST-1. 

30 Segundo ciclo de mutagenesis 

Semfflas de girasol del mutante IAST-1, con una composicion en tocoferoles en las 
semillas consistente en 5% aha-tocoferol y 95% gamma-tocoferol, se embebieron 
durante 4 horas en agua destuada, a una ternperatura de 20 °C. Pasado este tiempo, las 
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semillas se transfrrieron a una soroti6n del agente mutagenico azida s6d3ca con una 
concentration 4 mM en tampon 0.1 M citrato sodico a pH 3.0 durante 2 boras, 
manteniendo una agitation constante de 60 rpm. Tras el tratarniento mutagenico, las 
semillas (generation Mi) se lavaron durante 16 boras con agua corriente y 
5 posterjormente se sembraron en el campo. 

Las plantas Mi se cosechanm individualmente y sus semillas (generation Mj) se 
analizaron inctividualizadamente para composition en tocoferol es mediante 
cromatografia Mquida de alia eficacia (HPLQ, siguiendo el protocolo desarroflado por 

10 F . Goffinan y coL (obra citada). Be un total de 1 240 plantas Mi ftftflliraHM, una de ellas 
present6 segregation para niveles elevados de delta4ocoferol, con un maximo 
contenido de 55% de Jos tocoferoles totales en forma de delta-tocoferoL Semillas con 
estos niveles de deha-tocoferol produjeron plantas que expresaron el caracter 
tmrformemente, con concentrationes de delta-tocoferol cornpiendidas entre el 26% y el 

15 80% del total de tocoferoles presentes en las semillas. Estos niveles se rnanruvieron en 
sucesivas generaciones. La nueva Iinea mutants de girasol cuyas semillas producen 
niveles de delta-tocoferol comprendidos entre el 26% y el 80% del total de tocoferoles 
se denomin6 IAST-3. 



20 
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REIVINDICACIONES 

1.- Semfllas de girasol con alto contenido en delta-tocoferol, caracterizadas porque 
poseen entre el 26% y el 80% del total de tocoferols en forma de deha-tocoferoL 

5 2.- Semfllas de girasol con alto contenido en delta-tocoferol segun la reivindicaci6n 1, 
caracterizadas porque presentan los siguientes contenidos de otros tocoferoles: entre el 
0.5% y el 45% del total de tocoferoles en forma de aba-tocoferol; entre el 0% y el 60% 
del total de tocoferoles en forma de beta-tocoferol; entre el 0% y el 70% del total de 
tocoferoles en forma de garnma-tocoferoL 

10 

3.- SemiHas de girasol con alto contenido en deha-tocoterol segun las rervmdicaciones 1 
y 2, caracterizadas porque el contenido en delta-tocoferol es siempre superior al 50% 
del total de tocoferoles en las semfllas, 

1 5 4.- Semfllas de girasol con alto contenido en delta-tocoferol segun la refvmdicacion 3, 
caracterizadas porque el contenido en delta-tocoferol es siempre superior al 65% del 
total de tocoferoles en las semfllas, 

5. - Semfllas de girasol con alto contenido en deha-tocoferol segun la rervmmcaci6n 4, 
20 caracterizadas porque el contenido en delta-tocoferol es siempre superior al 75% del 

total de tocoferoles en las semfllas. 

6. - Semfllas de girasol con alto contenido en delta-tocoferol segun las rtivmdkadones 
1-5, caracterizadas porque al ser sometidas a cualqirier rmxedinriento de extraccion de 

25 aceite producen on aceite que contiene entre un 26% y un 80% de delta-tocoferoL 

7. - Semfllas de girasol con alto contenido en deha-tocoferol segun las reivmdicaciones 
1-6, caracterizadas porque expresan de forma estable al ser antofecundadas la 
caracteristica de alto contenido en deha-tocoferol, independienternente de las 

30 condiciones ambientales 
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8. - Aceite de girasol extraido mediante cualquier procedmueato a partir de semillas de 
girasol con alto contenido en delta-tocoferol segun las rervmtfcaciones 1-7, 
caracterizado porque posee de forma natural, sin ningftn tipo de adicd6n externa, un 
contenido natu r al en detta-tocoferol entre 26% y 80% de los tocoferoles totales. 

9. - Plantas de girasol (Helianthus annuus L.) que al ser arrtofecurtdadas producen 
semillas que presentan on elevado contenido en deha-tocoferol, segun las 
rervindicaciones 1-7. 
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